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Ziele

« Nachweis der Interaktion zwischen AUX/IAA
Proteinen und SCFTR

« Wirkung von Proteasom-Inhibitor und Mutationen
in AUX/IAA Genen auf diese Interaktion

« Wirkung von Auxin auf diese Interaktion



Analysis of AUX/IAA stability with
GUS fusions



GUS- Fusionsproteine mit Wildtyp- und
Mutationsgenen

* Mutante =2 hohe GUS-
\ Aktivitat in Zellkernen der
\ ® % Wurzelspitzenmeristeme
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* Wildtyp—> geringe GUS-
Aktivitat

AXR2-GUS axr2-1-GUSs

- Erhohte Stabilitat in den
mutierten Proteinen



Heat-shock Promoter + N-terminale
Domane von AXR3

* GUS-Aktivitat in den
Mutanten ist viel
starker als im Wildtyp

} ‘ l —->Domane | und i
ausreichend fur
AXR3NT-GUS axr3-1NT-GUS GenexpreSSK)n
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GUS-Aktivitat nach heat-shock

« Wildtyp: rapider Abbau der
Proteine durch
Auxinbehandlung

 Mutation: keine relevante
Abnahme der GUS-
Aktivitat trotz
Auxinbehandlung

—&— AXR3NT-GUS + NAA

- e -> Auxin fordert Abbau von
——sowascws L AUX/IAA Proteinen

0 20 40 60 80

Time after heat shock (min)



GUS activity (FSLU)

Floureszenzmessung der GUS-
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« Wildtyp:
- T Iy mit steigender
E SarNAA L Auxinkonzentration
W 50 M NAA nimmt GUS-Aktivitat ab
T

GUS AXR3INT-GUS axr3-TNT-GUS

 Mutation:
Auxinkonzentration hat
keinen Einfluss auf GUS-
Aktivitat



Ergebnisse

- Kurzlebige Proteine
- AUX/IAA Proteine auxinabhangig

- erhdhte Proteinstabilitat bei Mutanten
- Verhinderung des Auxin-vermittelten Abbaus



Ubiquitin-mediated degradation
of AUX/IAA proteins



Ist ubiquitin-proteasom-pathway am
Abbau der Proteine betelligt ?

35s::AXR2-GUS

* Ohne Proteasominhibitor
- keine GUS-Aktivitat

* Mit Proteasominhibitor =
GUS-Aktivitat

Antwort: JA!
Untreated + MG132



HS::AXR3NT-GUS

| ]

Hin 1R

Untreated + MG132 + auxin + MG132, auxin
+ MG132 - starke GUS-AKktivitat
+ Auxin - keine GUS-AKktivitat

+ Auxin / +MG132 - Reduzierung der Proteasominhibition
durch Auxin



Ergebnisse

- Auxin und MG132 beeinflussen sich
gegenseitig

- Auxin fordert den Proteinabbau

- MG132 verhindert den Proteinabbau

- Ubiquitin-Proteasom-Pathway ist am
Abbau der AUX/IAA Proteine betelligt



Wirkung der Mutationen

e >Bindung an SCF-
| Komplex (tir1-1)
wichtig fur Abbau

| ]| > eine zu hohe AUX /
|AA Konzentration
wirkt schadlich =
Proteinakkumulation
axr1-GIAXR2-GUS] wirkt toxisch

Col tirr-1 axri-3

Col[AXR2-GUS]  tir1-1[AXR2-GUS]  Col[axr2-1-GUS]




Phanotypen

* tir1-1 + axr2-1: leaf
curling, reduzierte
Apikaldominanz (axr2-1
schwacher)

D
Col[AXR2-GUS]  tir1-1[AXR2-GUS] Col[axr2-1-GUS] axr1-3[AXR2-GUS]

—> axr liegt im
Stoffwechselweg weiter

* axr1-3: fehlende Wurzel,
\. \ z > 1 Keimblatt -> sterben ab
upstream als tir

AXR2-GUS axr2-1-GUS



GUS-Aktivitat nach heat-shock
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« WT: schnelle Abnahme der
GUS-Aktivitat

« axr1-12: keine
Veranderung der GUS-
Aktivitat ( sterben ab wie
axr1-3)

 fir1-1: leichte Abnahme der
GUS-Aktivitat



Immunoprazipitation

=2 1n axr2-1 Pflanzen
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—22 detektiert mehr AXR2
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Pulse-chase-Experiment

* Pflanzen werden mit markierten
Vorlaufermolekulen inkubiert (=pulse)

* Vorldufermolekil wird durch Uberschuss an
unmarkierten Molekulen ersetzt (=chase)

« Stabilitat der Verbindungen die wahrend pulse
Molekule eingebaut haben, kann radioaktiv nach
bestimmten Zeitspannen gemessen werden

- Halbwertszeit und Stabilitat eines Proteins kann
bestimmt werden



Pulse-chase

* axr2 wird langsamer
abgebaut als Wildtyp

Col axri-12

0 30 0 30 Time 2 axrZ hat3x!éngere
(min) Halbwertszeit als WT

. —



Ergebnisse

* Auxin-response-Defekt ist starker in axr1-12
ausgepragt als in tir1-1

« Halbwertszeit und Stabilitat der mutierten
Proteine ist grof3er als die der Wildtyp-Proteine

* Bindung an SCF-Komplex ist wichtig fur den
Abbau der Proteine



AUX/IAA proteins interact with
SCFTIR1



Immunoprazipitation:
tir1-1[ TIR-myc]- Extrakte

* Extrakt: TIR1-Myc
konnte detektiert
werden

* Anti-AXR2: ebenso
Interaktion mit TIR-
Myc

Extract
Anti-AXRZ2 IP
Preimmune IP

TIRT-Myc — .—— - TIR1 interagiert mit

g AXR2




Prufung auf Interaktion von AUX/IAA mit SCF-
Untereinheiten
- Pull-down-assay

b tir1-1[TIR1-Myc]
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Untersuchung von AXR3 auf
Interaktion mit TIR

* |nteraktion von axr3-1
c tir1-1[TIR1-Myc] mit TIR1 ist
vorhanden, aber
weniger stark als WT

GST-AXR3
GST-axr3-1

- AUX/IAA Mutanten
TIRT-MyC — a— konnen nicht mit dem
SCF™-Komplex eine

- Interaktion eingehen
INpUt  e— —



Untersuchung der Domane |l der
AUX/IAA Proteine

d tir1-1[TIR1-Myc]

* Domane |l allein
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Ergebnisse

- AUX/IAA Proteine interagieren mit TIR1
des SCF-Komplex

- Domane |l funktioniert als TIR1-
Interaktionsdomane

- Domane Il der AUX/IAA Proteine ist
notwendig und ausreichend fur die
Interaktion mit SCF™



Einfluss von Auxin auf Interaktion
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Ergebnisse

- Auxin fordert die Interaktion zwischen
AUX/IAA Proteinen und SCF™R

- Niedrige Konzentration von Auxin fordern
schon die Interaktion

- Steigerung der Auxinkonzentration
verstarkt die Interaktion von AUX/IAA und
SCFTIR1



Zusammenfassung

 Auxin fordert den Abbau der AUX/IAA Proteine

 Domane Il der AUX/IAA Proteine interagiert mit
TIR1 vom SCF™'- Komplex

 Auxin fordert diese Interaktion

- SCF-Komplex vermittelt den Abbau der
AUX/IAA Proteine im Proteasom



Neues Model
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